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ABSTRACT

　Chronic kidney disease is a serious health problem, and the effectiveness of exercise 
and training as prevention and treatment has not been fully verified particularly in terms 
of basic molecular biology and physiology. In this study, we employed a mouse model 
in which albuminuria induced by a high-fat diet is reduced by treadmill exercise as 
previously reported. We performed RNA sequencing combined with cluster enrichment 
analysis of mouse renal tissue with different diets and training programs, and found 
a group of genes related to inflammatory responses and stress responses that were 
upregulated by a high-fat diet and then downregulated by exercise. These genes include 
Cxcl2 , which encodes chemoattractive chemokines which mainly affect neutrophils 
in inflammatory response. Therefore, we focus on their physiological effects and then 
performed immunohistological evaluation of neutrophil infiltration in kidney tissues 
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　慢性腎臓病は最終的に人工透析や腎移植を必要

とする深刻な健康課題であり，医学的には一定期

間続く血清クレアチニン値の上昇や尿検査の異常

によって定義される．種々の薬物治療が実践され

る一方，近年では腎臓リハビリテーション （令和

4年度診療報酬改定「透析時運動指導等加算」の

新設，学会ガイドラインの制定， 腎リハ指導士資

格認定試験の開始） が進むなど，運動との関連が

注目されている．

　我々は第41回 （2019年度） 財団助成金の採択課

題「トレーニングが慢性腎臓病の進行に与える影

響の解析」において，肥満マウスによって生じる

アルブミン尿 （慢性腎臓病の代表的な病勢指標で

ある） が習慣的なトレッドミル運動によって減少

することを見出した．一方，免疫学的な腎炎モデ

ルでは運動によるアルブミン尿の有意な変化は見

られなかった．運動 （骨格筋収縮） によって腎臓

に変化が生じたメカニズムとしては，骨格筋から

腎臓へのマイオカインなどによる直接的な作用，

運動に伴う例えば脂肪減少や神経活動変化を介し

た腎臓への間接的な作用，の二つが主に考えられ

　要　旨

　慢性腎臓病は深刻な健康課題であり，運動やト

レーニングがその予防や治療として有効であるか

の検証が十分に進んでいない．そこで今回，高脂

肪食によって生じるアルブミン尿がトレッドミル

運動によって減少するマウスモデルも用いて，腎

組織のRNAシーケンスを行い，高脂肪食によっ

て発現が亢進，運動をすることで逆に減少する遺

伝子群として炎症反応やストレス応答に関連する

遺伝子群を見出した．これにはケモカインをコー

ドするCxcl2 も含まれており，その生理作用に着
目して，腎臓組織内の好中球浸潤を免疫組織学的

な評価を行った．しかし，高脂肪食や運動に伴う

細胞浸潤の変化は認めなかった．今後さらに本研

究の結果に基づいて，運動に伴う腎臓における受

容機構を解明し，慢性腎臓病におけるトレーニン

グ・運動の作用について基礎科学的な示唆を付与

することを目指す．

　緒　言

obtained from mice with high fat diet and/or exercise. However, unfortunately, no 
changes in cellular infiltration were observed in response to a high-fat diet or exercise. 
This does not deny other biological of the chemokine effect than we anticipated. 
Indeed, in chronic inflammation, the role of neutrophils is less well understood and has 
been described as either beneficial or detrimental, causing tissue damage and enhancing 
the immune response. Based on the results of this comprehensive study, we intend 
to further elucidate the renal receptor mechanisms associated with exercise and aim 
to provide basic scientific insights into the effects of training and exercise in chronic 
kidney disease.

　キーワード

　腎臓，慢性腎臓病，運動，マイオカイン

　Keyword

　kidney, chronic  kidney disease, exercise, myokine
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　1．3　高脂肪食投与マウスモデル 10） 

　上記の運動負荷を与え始めると同時に60 kcal%

脂肪含有・ラード使用高脂肪食 （Research Diet，

New Brunswick，NJ，USA） を8週間与えた．週

2回すべての飼料を交換した 10）．

　

　1．4　RNAシーケンス

　RNAの完全性はRNA 6000 Nano Kit （Agilent, 

Santa Clara, CA, USA） を 用 い て Bioanalyzer 

（Agilent） で 評 価 し た． こ の RNAを 用 い

て，NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit 

for Illumina お よ び NEBNext Poly （A） mRNA 

Magnetic Isolation Module （New England Biolabs，

Ipswitch，MA，USA） を用いて，mRNAシーケ

ンス用のライブラリーをメーカーの指示に従っ

て作成した．次に，バイオアナライザー DNA 

7500キット （Agilent） を用いて，ライブラリー

の濃度とサイズ分布を測定した．すべてのサン

プルは次世代シーケンス装置での解析に使用し

た．ライブラリーをプールし，濃度を10 nMに調

整した．プールされたライブラリーは変性と中

和を行い，さらに希釈した．その後，ライブラ

リーを1.7 pMに希釈し，NextSeq500/550 v2.5 （75 

Cycles） キット （Illumina, San Diego, CA, USA） 

を用いて，NextSeq 500システム （Illumina） での

次世代シーケンス解析に適用した．シーケンシ

ングは36塩基ずつのペアエンドリードで行った．

シーケンス後，FASTQファイルをエクスポート

し，CLC Genomics Workbench 21.0.3ソフトウェ

ア （QIAGEN, Venlo, Netherlands） で品質管理と

して，次世代シーケンス解析データの基本情報を

チェックした．

　

　1．5　定量PCR

　RNAシーケンスに用いたマウス腎検体につい

て，RNAiso Plus （TaKaRa，滋賀，日本） を用い

て，製造元のプロトコールに従って全RNAを抽

る．既報では irisin1, 2）， FGF-21 3, 4）， myonectin 5）， 

FABP2 6） 等の報告が相次ぐが，例えばヒトでの

irisinの作用については見解の決着を見ていない 

7-9）．近年のこうした研究動向からは依然として

未知のマイオカイン分子が存在する可能性が示唆

される．また，その発見・同定には既報のあるマ

イオカインのみに捉われずに，例えば近年発展を

遂げている次世代シーケンスによるアン・バイア

ストな網羅的解析が大きな武器となりえる．

　今回我々は運動によってマウス腎臓に生じてい

る遺伝子発現変動を網羅的に解析することによっ

て，運動がもたらす腎臓への効果の解明に挑んだ．

　
　1．方　法

　1．1　実験動物 10） 

　6-8週齢雌性DBA/2JJclマウス （Japan CLEA，

東京，日本） を使用した．マウスは空調設備及び

12/12時間で空間内照明オン /オフが制御された環

境で飼育した．飼料及び飲料水には自由摂取でき

るad libitumの状態にした .本研究において使用し

た全ての動物は東京大学大学院医学系研究科の実

験動物規則に従い飼育，使用した．また，本研究

は同動物実験委員会の審査，承認を受けて行った．

　

　1．2　マウス運動負荷 10） 

　マウス・ラット用トレッドミルシステムTMS-

8B （Melquest，富山，日本） を使用した．走行傾

斜角度0度，電気刺激強度0.3mA，走行速度0m/

minで開始，5分間で徐々に走行速度12m/minま

で上昇して12m/minの固定速度で合計1時間走行

後に自動終了するプログラムを設定した．これ

は76 % VO2maxに相当しヒト高強度負荷に相当す

る．ただし，虚血症状が出現するVO2max 80 %を

超えない．上記運動負荷を週5日，各実験のプロ

トコールに応じた期間だけ与えた．
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出した．cDNAはPrime Script RTマスターミッ

クス （TaKaRa） を用いて合成した．Cxcl2 の定
量的リアルタイムRT-PCR解析は，CFX96シス

テム （Bio-Rad，Hercules，CA，USA） を用い，

THUNDERBIRD SYBR QPS-201 （Toyobo，大阪，

日本） を用いて行った．各遺伝子増幅の閾値サイ

クル値は，Gapdhについて計算したCt値を差し

引くことにより正規化した．

　

　1．6　免疫染色 11） 

　各マウスを吸入麻酔薬イソフルラン過剰吸入後

の頸椎脱臼にて安楽死させ，両側腎臓を摘出し

た．摘出組織は中性ホルマリン固定液にて12 時

間浸漬固定後に70%エタノールで置換した．そ

の後，パラフィン包埋し，厚さ4μm の連続切

片を作製した．プロテイナーゼKで抗原賦活化

した後，切片をブロックし，抗NIMP-R14 抗体 

（1:100, Abcam, Cambridge, UK） と4℃で一晩イ

ンキュベートしてビオチン化抗ラット IgG 抗体 

（1:200, Vector Laboratories, Newark, CA, USA） と

室温で40分間インキュベートした．ビオチン沈

着はアビジン -ビオチン化ペルオキシダーゼ複合

体Vectastain ABC regaent （Vector Laboratories） と

ジアミノベンジジンで検出した．切片はヘマトキ

シリンで対比染色した．

　

　1．7　統計解析

　特記されていない限り，データはドットプロッ

ト及び平均+/-標準誤差で表記した．P値<0.05を

統計学的に有意とみなす水準とした．

　
　2．結　果

　今回のマウスモデルでは （高脂肪食＋非運動） 

群は （通常食+非運動） 群と比較して，8週間後ま

でに体重とアルブミン尿は増加することと，さら

に （高脂肪食＋運動） 群は （高脂肪食＋非運動） 群

と比較して摂餌量に大きな変化は見られないもの

の，体重増加が緩やかとなり，アルブミン尿は減

少することは以前に報告した10）．

　これらのマウスについて安楽死の上で腎臓を採

材してRNAを抽出し，RNAの分解が進んでいな

いことを確認した．RNAシーケンシングを行って 

（通常食＋非運動） 群から （高脂肪食＋非運動） 群

で発現が上昇し， （高脂肪食＋非運動） 群から （高

脂肪食＋運動） 群で発現が低下している遺伝子群

の有無を探索した．その結果，非常に多岐にわた

る複数の遺伝子が候補として同定されたため，エ

ンリッチメント解析を行うことによって，発現遺

伝子がコードする蛋白の既知の生理作用について

解析を行った．そうしたところ，「炎症反応」「ス

トレス応答」「防御反応」に伴う遺伝子群が上位

にヒットすることが明らかとなった．

　次に，特に上位に登場した遺伝子のうち生理作

用がよく知られるケモカインchemokine （C-X-C 

motif） ligand 2 （CXCL2） をコードするCxcl2 遺
伝子に着目して定量PCRを行い，データの検証

を行った．すると， （通常食＋非運動） 群から （高

脂肪食＋非運動） 群での発現上昇 （p = 0.12, n = 

3 each） や， （高脂肪食＋非運動） 群から （高脂肪

食＋運動） 群での発現低下 （p = 0.07, n = 3 each） 

について，統計学的有意差には至らなかったもの

のその傾向が認められた （図1）．

　CXCL2はケモカインとして白血球，特に好中

球の走化性亢進や血管外浸潤を誘導する．一方，

好中球は炎症の急性期に作動する免疫細胞の代表

であり，炎症反応が生じていない平常状態のマウ

ス腎臓では好中球浸潤は想定されない．このこ

とから （通常食＋非運動） 群と比較して （高脂肪

食＋非運動） 群では好中球が腎組織に分布してお

り，かつ， （高脂肪食＋運動） 群ではその好中球数

が減少しているのではないか，と仮説立てた．そ

こで，好中球病面分子であるNIMP-R14を標的と

した免疫組織学的な評価を行ったところ，陽性コ

ントロールであり腎臓の虚血障害モデルでは腎間
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質に好中球が染色されていることが確認できた．

しかしながら，Cxcl2 遺伝子発現が亢進してい
る （高脂肪食＋非運動） 群において，腎間質領域

に好中球の浸潤を認めることはできなかった （図

2）．

　
　3．考　察

　運動によって高脂肪食マウスのアルブミン尿が

減少するメカニズムを探求するうえで，腎臓にお

ける遺伝子発現変化を網羅的に探索したところ，

高脂肪食によって炎症反応やストレス応答の遺伝

子群の発現が亢進し，さらに運動をすることでそ

れらが逆に減少することが明らかとなった．発現

変化の著しかった遺伝子の一つとしてCxcl2 が挙
げられ，その古典的生理作用に着目して腎臓組織

内の好中球遊走に着目して免疫組織学的な評価を

行ったが，高脂肪食や運動に伴う明らかな細胞浸

潤の変化は認めなかった．

　本研究では （通常食＋非運動） 群， （高脂肪食＋

非運動） 群， （高脂肪食＋運動） 群の各マウスから

摘出された腎臓を用いた．運動が直接的，間接的

であれ，効果器として腎臓にどのような分子レベ

ルでの影響を与えているのか解析することは重要

である．高脂肪食で腎臓における炎症・ストレス

応答が上昇することは，登場する遺伝子や蛋白こ

そ違えどこれまでにも多く報告されている12, 13）．

しかし，特に白血球走化因子に着目して解析した

研究は少なく，その多くは単球・マクドファージ

系である12, 14, 15）．

　Cxcl2 遺伝子がコード蛋白CXLC2は Mip2-

alpha （macrophage inflammatory protein 2-alpha：

マクロファージ炎症性タンパク質 2-α） としても

知られる．CXCL2は主にマクロファージ，内皮

細胞，上皮細胞，腫瘍細胞によって主に産生され

る16, 17）．CXCL2は特に中枢神経系の炎症におい
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図2　マウス腎の病理組織学的な変化 （好中球の浸潤）

腎虚血障害 高脂肪食＋非運動

図1　マウス腎におけるCXCL2の遺伝子発現
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て，ミクログリアおよびアストロサイトから産生

され循環好中球の浸潤を誘導する18, 19）．このこ

とから我々も高脂肪食負荷されたマウスの腎臓で

は炎症反応が亢進しており，好中球の組織評価を

行ったが細胞浸潤に変化は見られなかった．

　一般に好中球というと炎症の急性期に作用する

炎症細胞と考えられているが，例えば一部の慢性

的に持続する膠原病の基本病態に好中球が関与す

ること20） や，急性炎症の遷延や瘢痕化に好中球

のnecroptosisやnetosis等の新しい細胞死が好中

球プロテアーゼによる炎症性サイトカインの分解

を修飾すること21, 22） が指摘され始めている．従っ

て，今回，好中球浸潤が目立たなかったことが必

ずしも運動によって腎臓CXCL2の作用を全て検

証できたわけではない．

　今後，本研究における網羅解析の結果を利用し

て，腎臓におけるどのような受容体分子がこれら

のシグナル応答を誘導するのかを解析していく．

このためには同一モデルの骨格筋や血液サンプル

の解析も必要であるし，また，肥満や脂質・糖代

謝にかかわる一般的な変数の解析も必須である．

今後の研究展開によって，腎臓病患者におけるト

レーニングの重要性と科学的妥当性を供与するこ

と目指していく．

　
　4．結　語

　高脂肪食によって誘導される腎臓の障害 （アル

ブミン尿） が習慣的運動によって減少する過程に

おいて，腎臓組織内での遺伝子発現にどのような

変化が生じているのか，その一端が明らかとなっ

た．今後も本研究を延伸させ得られた知見を公開・

共有することで，国内に1,300万人以上いるとさ

れる慢性腎臓病に対する実践的なアプローチとし

て社会整備が進むトレーニング・運動に対して基

礎科学的な示唆を付与することを目指していく．
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